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殊结构,包含若干的 DNA双链重复序列,其末端为含多个 G 的
单链 DNA. 不同物种端粒的重复序列和长度是不一样的,但每
种生物体有其特定的序列和平均长度 [如人的端粒为
( TTAGGG) n, 大约在15 kb左右] . 此外,端粒 DNA 上还结合有
蛋白质, 有两种结合形式: 一种是结合于单链 DNA; 另一种则
与端粒双链进行结合. 前者在端粒末端提供帽状结构以稳定
端粒; 后者可能直接参与端粒长度平衡的维持, 是端粒延伸的
负调节因子[ 1] . 目前所分离到的人端粒结合蛋白 hTRF 是一
种双链结合蛋白,它参与维持端粒长度的稳定[ 2] . 改变端粒结
构和功能的抑制剂介绍如下.
1.1 改变端粒结构导致的端粒酶活性失常 端粒是由大量串
联的重复序列组成的,其中一条链富含 G,另一条富含 C. 端粒
合成时先由端粒酶将端粒重复序列加到富 G 链上去, 再由
DNA聚合酶合成富 C 链. 不同生物的端粒 G 链一般都采用紧
实结构. 而在所有的结构中, G-四联体是理论上最稳定的结
构,它除了可在两条 DNA分子间形成外,还可以在含四段重复
端粒序列单链 DNA 中形成. Zahler et al [ 3]考察了端粒 DNA 的
不同折叠方式作为引物时对四膜虫端粒酶的影响. 他们发现
端粒 G- 四联体结构启动端粒酶延伸端粒的效率最差, 不能作
为端粒酶的引物,另外, 他们的进一步研究发现, 端粒酶所需的
引物可能不应有任何折叠. 折叠的端粒 DNA 结构由于无法作
为引物与端粒酶 RNA 组分碱基配对、结合,或者改变了端粒引
物从端粒酶解离的速度而影响端粒的延伸. 目前,所有已知生
物的端粒都是在富 G 的那条链上由端粒酶进行端粒合成, 因
此,能促使或稳定端粒形成 G-四联体结构的物质可能对癌症有
潜在治疗意义. 在 Zahler et al [ 3]的报道中指出体外生理浓度
( 20 mmol/ L)下的 K+ 、Na+ 离子可以形成稳定 G-四联体结构,
以前者的效果更明显. Sun et al [ 4]应用经典的引物端粒酶延伸
技术为手段进行实验 ,发现小分子化合物 2, 6 二酰胺蒽醌能
抑制端粒酶活性, 其 IC50 为23 mol/ L , 在约100 mol/ L时几
乎可 以 完 全抑 制 端 粒酶 活 性 他 们 用 UV ( ultraviolet
spectroscopy ) 和1H-NMR ( 1H-nuclear magnetic resonance
spectroscopy)检测滴定结果, 证明了该种物质对端粒酶的抑制
是与端粒 G-四联体结构直接相关的. 与此有关的细胞内抑制
端粒酶作用正在研究之中. Fedoroff et al [ 5]也采用 NMR的方
法进行研究,报道了 3, 4, 9, 10-perylenetetracarboxy lic diimide-
based化合物结合 G-四联体结构从而抑制端粒酶活性. 另外,
Burg er et al [ 6]最新的研究表明,早已被应用于临床的抗癌药物
顺铂也是一种序列专一性的 G-Pt-G 交联剂, 研究发现顺铂能
抑制人睾丸肿瘤细胞中的端粒酶活性, 这可能正是顺铂能有效




白( telomere binding pr oteins, TBPs)及其他一些附属因子在端
粒长度的调节中起着不可或缺的作用. 它们或者通过影响端
粒酶活性, 或者通过直接对端粒进行加工、剪切来共同完成对
端粒长度的调节[ 1] . 在对四膜虫单链 TBPs 的研究过程中发
现,该 / 异二聚体蛋白质中 , 蛋白在体内都是磷酸化的;
体外研究也表明, 亚基的磷酸化是随细胞周期而调节的. 这
一磷酸化机制很可能在端粒酶延伸端粒的过程中起作用[ 1] .
另外,酵母的 Rapl是目前研究最深入的一种端粒双链 TBP, 它
在端粒的长度调节机制中的作用十分复杂, 是通过与其他一些
蛋白的相互作用来完成的[ 1] . 因此,设想以 TBPs 为靶点,通过




端粒酶是一种核糖核酸蛋白质复合物. 其 RNA 组分为端
粒合成提供模板. 现认为, 人的端粒酶 RNA 分为两个区与引
物作用: 一个是模板区 , 含有与引物互补的 11 个核苷酸 5-'
( CUAACCCUAAC)-3';另一个是锚定区, 与引物的 5'端相连, 为
DNA链向端粒酶外延伸提供路径[ 7] , 而端粒酶中的蛋白质则
起催化反应合成的作用. 目前分离的人端粒酶蛋白质有两种,
T Pl含 2627 个氨基酸[ 8] ,可能介导端粒酶与端粒之间的相互作
用;另一种是 hEST2p, 它可能是人端粒酶的催化亚基, 对端粒
酶活性的表达、调节具有重要意义[ 9] .
2.1 针对端粒酶 RNA 模板抑制端粒酶活性 Kanazawa et
al [ 10]制备了以端粒酶 RNA 组分为靶点的榔头样核酶 T eloRZ
( a hammered ribo zyme) , 试图通过实验搞清楚它是否可以抑制
端粒酶. 结果表明: T eloRZ对他们所合成的含端粒酶 RNA 组
分的一段核苷酸具有专一的剪切能力, 它能在模板区的第一个
5-' C U 处剪切多核苷酸. 将 TeloRZ 加入到肝癌细胞株
HepG2 或 Huh-7 细胞提取物中, 对两者的端粒酶均起抑制作
用,且与剂量成正相关, 在大约10 mol/ L时就可以抑制大约
90%的端粒酶活性. 另外, Wan et al [ 11]报道了具有更高生物稳
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定性的 2-' O-甲基化榔头样核酶能在大约0 4 mol/ L时抑制人
神经胶质瘤 U87-MG 细胞中 90%的端粒酶活性. 能降解端粒
酶 RNA 组分的核酶有希望成为一种抗癌新药物.
Feng et al [ 12]在体外采用了与模板区互补的反义寡核苷酸
来抑制端粒酶活性. 转染了反义 hTR ( human telomerase RNA)
的HeLa细胞在经过 23~ 26 代倍增后,大部分细胞株( 33 株中
的 28 株)进入危机期, 端粒酶活性受到抑制, 细胞开始死亡.
Norton et al [ 13]设计了针对人端粒酶 RNA 模板区的反义硫代
寡核苷酸( PS)和肽核苷酸 ( PNA ) , PNA 能专一识别结合人端
粒酶,并在从P mol/ L~ n mol/ L的范围内达到 IC50 的抑制活
性. 他们的实验证明 PNA对端粒酶活性的抑制效力比其类似
物硫代寡核苷酸 PS 高出 10~ 50 倍;而且后者对端粒酶是非序
列选择性抑制, PNA 对端粒酶抑制则是高专一性的. 最近,
Pitts et al [ 14]则发现 2-' O-甲基 RNA 能对细胞培养和实验动物
产生专一性的影响, 其抑制端粒酶的作用要超过肽核苷酸
PNA . Glukhov et al [ 15]以黑色素瘤细胞株 SK-Me-l 28 为对象,
研究认为:互补于 hT R模板区的反义核苷酸对端粒酶活性的
抑制强于其他反义核苷酸, 在5 nmol/ L时即可产生强烈抑制,
而20 nmol/ L的样品可以完全抑制端粒酶活性. 这些研究结果
显示了 hT R反义寡核苷酸的良好应用前景.
2.2 针对端粒酶的逆转录酶性质抑制端粒酶活性 端粒酶实
际上是一种特殊的专一逆转录酶. Str ahl et al [ 16]以人 B 细胞
系的 JY616细胞和 T 细胞系的 Jurkat E6- 1 细胞(这两种细胞
均表现端粒酶活性)为研究对象, 考察已知的反转录病毒逆转
录酶抑制剂是否会影响这些细胞的端粒长度和培养时的生长
速率. 实验表明, ddG 可以使分裂细胞的端粒发生复制性的逐
渐缩短,并稳定在较短状态. azidothymidine ( AZT )也可以使部
分细胞的端粒逐渐缩短. Yegorov et al [ 17]的类似实验表明, 在
逆转录酶抑制剂 AZT 和 Carbovir 存在下,鼠的胚胎成纤维细胞
可以自发转化形成无端粒酶的克隆, 发生类似于衰老的过程.





粒. Fletcher et al [ 18]的实验表明 7-脱氮-dGTP 和 7-脱氮-dATP
会抑制端粒酶活性. 7-脱氮-dGTP 和 7-脱氮-dATP 分别在
11 mol/ L和8 mol/ L时可以抑制人胚肾 293 细胞株中 50%
的端粒酶活性. 二者可以被端粒酶加入到端粒 DNA 中去, 但
因不是端粒酶的正确、高效底物而抑制了端粒酶的活性, 导致
端粒提前成熟( pr e-matur ing ) , 表现为缩短的端粒,提示 N
7
对于
端粒酶活性可能是必须的. 这一模型可以用来研究 DNA 二级
结构在端粒酶机制中的作用,同时又为设计新的端粒酶抑制剂
提供了一个可供参考的思路.
2.4 针对端粒酶的 DNA 锚着区抑制端粒酶活性 端粒酶以
锚着区与作为引物的端粒 DNA 的 5'端结合,继而延伸端粒. 通
过破坏端粒酶的 DNA 锚着区可抑制端粒酶进行端粒合成, 使
肿瘤细胞端粒缩短而死亡[ 19] . 但目前尚未有关于此类物质的
报道.
2.5 磷酸酯酶 2A 对端粒酶活性的抑制 L i et al [ 20]以人乳腺
癌细胞 PMC42为研究材料 ,发现磷酸酯酶 2A( PP2A)与受试肿
瘤细胞核提取物共温育时能够显著抑制其端粒酶活性. 这种
效应呈浓度依赖性( ED50 为10 U 2 U ) , 并且非常迅速( 10 s即
出现显著抑制, 2min 时出现完全抑制) . 但 PP2A 与受试细胞
膜提取物共温育时对其端粒酶活性的抑制稍弱一些, 与细胞质
共温育时则基本不抑制其端粒酶活性. 此外, PP2A 对核端粒
酶活性的抑制作用可能是专一的, 因为蛋白磷酸酯酶 1 或 2B
都不影响端粒酶活性. Li et al 用 PP2A 的催化抑制剂 okadaic
acid 证明了 PP2A 诱导的端粒酶抑制是与蛋白去磷酸化有关
的. 最近 Sogawa et al [ 21]发现了一种从海洋微球藻中分离出来
的胞外多糖也具有抑制 K562 细胞中端粒酶活性的能力, 实验
表明,当 K562细胞与该多糖共培养时,蛋白磷酸酯酶 1 的催化
亚基 PP1 1 的表达下降. 这些实验表明, 某些端粒酶的蛋白质
组分或端粒酶调节因子的磷酸化、去磷酸化对于癌症细胞的端
粒合成是具有重要意义的.
2.6 PKC 抑制剂对端粒酶活性的抑制 Ku et al [ 22]以培养的
鼻咽癌细胞 NPC - 076 为研究对象, 发现有 2 种蛋白激酶
( PKC)抑制剂 bisindoply lmaleimide 和 H-7 能够显著抑制受试
细胞中的端粒酶活性;而另外 2 种 PKC 抑制剂中, Staurosporine
能中度抑制端粒酶活性, 神经鞘氨醇则仅轻微抑制. 此外, 在
实验中还观察到, 处理后的细胞大部分仍是可养活的 (超过
75%) ,且维持了相当高水平的蛋白质合成能力 . 这一发现为
研究端粒酶机制以及癌症的端粒酶疗法提供了新的思路.
2.7 一些小分子化合物对端粒酶活性的抑制 Perr y et al [ 23]
报道了 1, 4-和 2, 6-双取代氨基蒽-9, 10-dione衍生物对端粒酶
和T aq 酶活性的抑制, 如氮己环抑制端粒酶活性的 IC50 值为
4 mol/ L~ 11 mol/ L , 它在目前已知的非核酸端粒酶抑制剂
中显示出较强效力. 另外, Maasani et al [ 24]的实验表明, 茶叶中
的主要儿茶酚( catechin)成分 epigallocatechin 的没食子酸盐能
够直接强烈抑制端粒酶活性,这可能是茶叶抗癌效果的主要机
制之一. Bare et al [ 25]以铕标记探针和瞬时荧光( time- resolved
fluorescence)的新方法对 125000 种化合物进行筛选, 确定了一
系列含 isothiazolone的端粒酶抑制剂, 其中最具效力的物质在
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1 材料和方法
1.1 材料 66 例 HCC 标本来自山东省省立医院、山东医科大
学附属医院及济南市千佛山医院, 手术后经病理证实均为原发
性肝细胞癌. 标本置-20 冰冻保存, 用于抽提 DNA.
1.2 方法 探针的制备按地高辛甙元标记试剂盒( Boehringer
Manhein 公司, 德国) 要求, 用随机引物法制备地高辛标记的
HBV全基因探针和 HBV x , s , p r e-s , c 四个基因片段探针, 探
针感度高于1 pg [ 1, 2] . Southern 杂交从组织中抽提的细胞 DNA
用限制性核酸内切酶 EcoR , Hind 消化, 在 0 7%琼脂糖凝
胶上电泳,然后用 Southern 印迹的方法将 DNA 转移到硝酸纤
维素膜上, 用 HBV 全基因探针进行杂交[ 3] . 纯整合型 HCC 中
HBV四个基因片段的检测为将 32 例纯整合型的细胞 DNA 分
别点在硝酸纤维素膜上,按常规分别以 HBV x , s, p r e-s 和 c 基
因片段探针进行斑点杂交.
2 结果
2.1 HBV 在HCC 中的存在状态 66 例 HCC 标本中 HBV 的
检出率为 76% ( 50/ 66) , 其中 64% ( 32/ 50)仅有 HBV DNA 整
合(为纯整合型 ) , 36% ( 18/ 50)既有整合的 HBV DNA 又伴有
游离的 HBV DNA(即混合型) ,无单纯游离型.
2.2 纯整合型HCC 中 HBV 四个基因 杂交结果显示HBV x ,
s, p re-s , c 基因的整合率分别为 87% ( 28/ 32) , 62% ( 20/ 32) ,
62%( 20/ 32)和 25% ( 8/ 32) ,其中 HBV X 基因的整合率明显高
于 s 基因( P< 0 05)、p re-s 基因( P< 0 05)和 c 基因( P< 0 01) .
3 讨论
近几年来的研究发现 HBV 在染色体上的整合是随机的.
整合于染色体上的 HBV DNA 是不完整的,病毒基因组多有一
定程度的缺失[ 4] . Hino et al [ 5] 发现整合于染色体上的 HBV
DNA 片段的一端多位于病毒直接重复序列 DR1 和 DR2 附近,
另一端则视整合片段的大小不同而位于 HBV DNA 的不同位
置. 进而提出HBV 整合的四种可能模式, 即以 DR1 为始点, 顺
时针和逆时针方向的 , 模式和以 DR2 为始点,顺、逆时针方
向整合的 , 模式. 我们发现 HBV x 基因整合率最高, HBV
s 基因片段整合率次之, HBV c 基因的整合率最低, 该结果提示
山东地区原发性肝细胞癌中 HBV DNA 的整合是 DR1 为始点
逆时针方向整合的 型模式为主.
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